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摘要 : 人乳头瘤病毒假病毒可广泛应用于中和抗体鉴定和疫苗免疫性评估等研究. 本研究对多质粒共转染 293FT 细胞
生产 HPV 假病毒的方法进行了深入优化 ,结果显示不同的 HPV 结构蛋白表达质粒转染比例对于假病毒生产效率有显
著的影响 , HPV 主要结构蛋白 L1 的表达水平是影响生产效率的主要因素 ,L2 表达质粒的用量过高或过低均不利于假
病毒的生产 ,而报告质粒的用量对假病毒生产效率的影响相对较小. 综合比较显示 ,在该体系中 L1 和 L2 表达质粒和报
告质粒以合适比例 (如 1 ∶1/ 10 ∶1/ 2)进行共转染可获得更为理想的生产效率. 本研究同时也在 293FT 细胞中对磷酸钙
转染方法进行了优化 ,通过磷酸钙与质粒用量的交叉配比试验获得了较优的转染条件. 通过优化 ,建立了更为高效的
HPV 假病毒大量制备方法 ,在 HPV16、HPV18、HPV6、HPV11 假病毒生产中的应用结果显示较原方法可显著提高生
产效率. 本研究为 HPV 假病毒中和实验的规模化应用提供了有利条件.
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　　人乳头瘤病毒 ( H um an p a pi l lom avi rus , HPV)属
于乳多空病毒科 ,是一种无包膜的环状双链 DNA 病
毒 ,病毒颗粒直径约为 45～55 nm ,基因组约 8 kb.
H PV 病毒衣壳由 72 个主要衣壳蛋白 L1 的五聚体和
12 个次要衣壳蛋白L2 构成[1 ] . 高危型 HPV 感染与多
种恶性肿瘤的发生相关 ,其中 75 %的宫颈癌发生与
H PV16、18 感染相关[2 ] . 低危型的 HPV 感染则引起
肛门和生殖器疣 , 其中绝大部分是由 H PV6 和
H PV11 感染引起[3 ] . 由于 H PV 的复制具有严格的宿
主特异性和细胞分化依赖性[4 ] ,长期以来对 H PV 疫
苗的保护性缺乏简便有效的评估方法. 近来研究发现
H PV 假病毒可用于在体外有效模拟 HPV 的感染 ,以
此基础建立的中和效价评估方法与其它方法相比具有
准确、便捷的优点[5 - 7 ] . 在 HPV 预防疫苗的研究及对
中和活性的规模化检测中需要使用大量的 H PV 假病
毒 ,因此提高 HPV 假病毒的生产效率具有重要意义.
作者已应用磷酸钙多质粒共转染方法在 293F T 细胞
中建立了生产 H PV16 假病毒的方法 ,并已有效应用
于 H PV16 中和单抗的筛选[8 ] . 本研究以该方法为基
础 ,进一步对 HPV 假病毒的生产体系进行了探索优
化 ,发现各质粒的转染比例对于假病毒的生产效率具
有显著影响. 通过进一步优化多质粒共转染比例及磷
酸钙转染条件 ,本研究建立了更为高效的 HPV 假病
毒生产方法 ,为 H PV 假病毒中和实验的规模化应用
提供了有利条件.
1 　材料和方法
1. 1 　材 　料
1. 1. 1 　细胞株、质粒及单克隆抗体
293F T 细 胞 株 购 自 Invit rogen 公 司. 质 粒
p16L1h、p16L2h、peL1fB、p18L2bhb 由 Schiller 教授
惠赠[ 9 ] ,质粒 p11L1h、p11L2h、p6L1h 和 p6L2h 由本
实验室合成 ,分别含有经密码子优化后的 HPV L1 或
L2 表达元件. 报告质粒 pN312EGFP 为本实验室构
建[10 ] . 以上各质粒均进行 CsCl 密度梯度超速离心纯
化. 抗 HPV16 L1 单克隆抗体由本实验室构建.
1. 1. 2 　试 　剂
DM EM 培养基购自 Invit rogen 公司 ;细胞培养用
胎牛血清 ( FBS)购自 HyClone 公司 ;其它试剂均为进
口或国产分析纯试剂.
1. 2 　方 　法
1. 2. 1 　磷酸钙共转染生产 HPV假病毒
将 293F T 细胞铺于 6 孔细胞培养板 (9. 0 ×105 /
well)或 10 cm 细胞培养板中 (6. 0 ×106 / dish) ,12 h 后
将 L1 表达质粒、pN312EGFP 和 L2 表达质粒按比例
混合 ,以不同的用量加入 0. 25 mol/ L CaCl2 溶液中 ,
将质粒的 CaCl2 溶液滴加至等体积 2 ×HeBS (p H =
6. 97) 溶液中 ,混合均匀 ,静置 5 min 后将混合液加至
预铺的 293F T 细胞孔中 ,12 h 后更换培养基. 转染 48
h 后 ,收集各孔细胞 ,用相同体积的裂解液在 37 ℃条件
下裂解 16 h ,收集上清.
1. 2. 2 　假病毒对细胞转导实验
用 10 %DM EM 培养基 10 倍稀释收获的各细胞
裂解液 ,使 100μL 培养基中分别含有 10 - 1 ～10 - 2μL
原液 ,将假病毒稀释液 100μL 加入预先铺于 96 孔细
胞培养板的 293F T 细胞 (1. 5 ×104 / 孔) 中 ,每个稀释
度 8 孔重复. 感染 72 h 后 ,Nikon TE2000 倒置荧光显
微镜下观察 ,发光细胞数大于等于 1 的孔为阳性孔. 记
录每个稀释度的阳性孔和阴性孔数 , 利用 Reed2
Munch 公式测算假病毒滴度 ( TU/ mL) .
1. 2. 3 　假病毒滴度测定实验
滴度鉴定方法验见文献[ 10 ] .
1. 2. 4 　酶联免疫吸附实验
表达绿色荧光蛋白的细胞置于 Nikon TE2000 倒
置荧光显微镜下 , 采用蓝光激发观察 , 用 Nikon
DXM1200F CCD 采集荧光图像. HPV16 L12VL P 的
构象单克隆抗体 PD1 [10 ] 以 2μg/ mL 包被 EL ISA 板 ,
每孔 100μL ,4 ℃过夜后 37 ℃继续包被 2 h ,吸弃液体 ,
用封闭液 37 ℃封闭 2 h ,抽干后备用. 将 100μL 稀释
后的细胞裂解上清加入上述包被孔中 ,37 ℃孵育 45
min ,PBST 洗涤 5 次 ;加入 100μL 稀释的构象单抗
1D122HRP[10 ] ,37 ℃孵育 45 min , PBST 洗涤 5 次 ;在
各反应孔中加入 100μL 显色液 A、B 的等量混合液 ,
37 ℃显色 10 min 后加入 50μL 终止液终止反应 ,在酶
标仪上读取 OD450/ 620值.





已知 HPV 病毒粒子由衣壳蛋白 L1 和 L2 共同构
成 ,二者的分子摩尔比约为 30 ∶1[1 ] . 目前共转染方法
生产 H PV 假病毒中 L1 与 L2 表达质粒与报告质粒的
用量比为 1 ∶1 ∶1. 由于 L2 在 HPV 病毒粒子构成中
的比例较低 ,因此本研究探讨了在现有体系中调整 L1
与 L2 表达质粒的相对用量对假病毒生产效率的影
响. 维持 L1 表达质粒和报告质粒的用量不变 ,依次改
变 L2 表达质粒的用量 ,分别以相同方法获得等量的
　图 1 　不同的结构蛋白表达质粒转染比例对假病毒转导
效率的影响
Fig. 1 　Effect of different t ransfection ratios of p16L1h




Fig. 2 　Effect of different t ransfection ratios of p16L1h
and p16L2h on HPV pseudovirion titers and
16L1 expression levels
含有假病毒的细胞裂解液 ,分别取 1μL 对 24 孔板中
的 293F T 细胞进行转导实验 ,48 h 后用流式细胞仪检
测转导效率. 结果显示 (图 1) ,在该体系中 L1 与 L2 表
达质粒的共转染比例为 1 ∶1/ 5 和 1 ∶1/ 10 时获得的
假病毒液对 293F T 细胞可获得较高的转导效率 ,L2
表达质粒相对用量过高或过低都不利于获得高转导效
率的假病毒. 该结果同时也显示 L2 对于假病毒的成
功转导具有关键作用 ,缺乏 L2 则无法获得具有转导
能力的假病毒. 同时进一步检测了各组细胞裂解液中
的假病毒滴度与 L1 蛋白活性 ,结果显示 (图 2) ,在 L1
与 L2 表达质粒的共转染比例从 1 ∶1 上升为 1 ∶1/ 10
的过程中 ,获得的假病毒滴度与有活性的 16L1 蛋白
的表达量成正相关 ;当继续降低 L2 表达质粒的共转
染比例 ,16L1 蛋白的表达水平相对维持稳定 ,但假病
毒滴度随 L2 表达质粒用量下降而降低. 这显示 ,L1 蛋
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　图 3 　报告质粒的不同转染比例对假病毒滴度及 L1 蛋
白表达水平的影响
Fig. 3 　Effect of different t ransfection ratios of pN312
EGFP on HPV16 p seudovirion titers and L1 ex2
pression levels
白的表达水平是影响假病毒生产效率的主要因素 ,L2
蛋白对生产假病毒是不可缺少的. 在该体系中 ,L1 与





病毒转导效率的影响. 维持 L1 表达质粒用量不变 ,L2
表达质粒用量分别为 L1 表达质粒的 1/ 10 (A 组)和 1/
1 (B 组) ,同时分别按比例调整报告质粒的用量 ,48 h
后收集假病毒液 ,检测假病毒滴度和 L1 蛋白活性. 结
果如图 3 所示 ,在 A、B 两组内 ,报告质粒用量的变化





率优于 B 组. 综合分析显示 ,在该体系中 L1 表达质





响 ,其中 L1 表达质粒、报告质粒、L2 表达质粒的共转
染比例为 1 ∶1/ 2 ∶1/ 10 ,采用不同的磷酸钙转染试剂
用量对预铺于 6 孔板中的 293F T 细胞 ( 9. 0 ×105 /
well)进行转染实验 ,转染质粒在磷酸钙溶液中的浓度
分别为 12. 5、25、37. 5、50μg/ mL ,转染 12 h 后换液并
观察细胞状态 ,发现磷酸钙用量为 1 200μL 时会显著
　图 4 　不同磷酸钙转染条件下获得的 HPV 假病毒滴度
的比较
Fig. 4 　Comparison of HPV p seudovirion titers under
different conditions of calcium phosphate t rans2
fection
　图 5 　改进后方法与原方法在 HPV16 假病毒生产效率
上的比较
Fig. 5 　Comparison of HPV16 pseudovirion titers under
original and optimized producing methods
影响细胞状态. 转染 48 h 后收集细胞 ,0. 4 %苔盼蓝染
色计数 ,磷酸钙用量为 1 200μL 的活细胞数量明显少
于其它两组的活细胞数量 (结果未显示) . 以相同方式
获得等体积的细胞裂解液 ,检测假病毒滴度. 结果如图
4 所示 ,不同的磷酸钙用量与质粒浓度可影响 H PV16
假病毒的生产效率. 在该体系 (9. 0 ×105 / well) 中磷酸
钙用量和质粒浓度分别为 800 和 37. 5μg/ mL 时可获
得较好的生产效率.




于 10 cm 细胞培养板中的 293F T 细胞 ( 6. 0 ×106 /
dish) ,分别应用优化方法和原方法[ 7 ] 进行 H PV 假病
毒生产实验 ,优化方法条件为 :磷酸钙溶液 6. 4 mL ,优
化比例混合后的质粒总用量 240μg (质粒浓度为 37. 5
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μg/ mL) . 对比结果如图 5 所示 ,应用改进后方法可获
得效价达 3. 60～4. 42 ×108 TU/ mL 的 HPV16 假病
毒 ,其生产效率相比原方法可提高 10～20 倍.
2. 5 　改进后方法在 HPV18、6、11 型假病毒生
产中的应用
本研究将该优化方法进一步应用于 HPV18、
H PV6、HPV11 的假病毒生产中 ,将各型 HPV 的 L1
表达质粒、L2 表达质粒和报告质粒 pN312EGFP 以优
化比例和原比例分别进行假病毒生产实验 ,对比优化
方法对 HPV18、H PV6、HPV11 假病毒生产的效果.
结果如表 1 如示 ,使用优化方法后上述各型 H PV 假
病毒的生产效率均可获得约 1 个数量级的提高 ,显示
了该优化方法具有较好的适用性.
　表 1 　改进后方法和原方法在 HPV18、HPV6、HPV11 型假
病毒生产效率上的比较
　Tab. 1 　Comparison of titers of HPV 18/ 6/ 11 pseudovirion
produced by original and optimized producing meth2
ods
病毒类型 改进后方法 原方法 优化比
HPV18 4. 42 ×108 3. 27 ×107 13. 52
HPV6 3. 27 ×108 2. 21 ×107 14. 80




十分重要. 由于 HPV 复制具有严格的宿主特异性和
细胞分化依赖性 ,长期以来对 H PV 中和抗体的检测
缺乏合适的动物模型和体外细胞培养模型. 带有报告
基因表达元件的 HPV 假病毒已被证明可有效模拟
H PV 与宿主细胞的相互作用过程 ,已广泛应用于中和
抗体鉴定和疫苗免疫保护性评估等研究 ,但规模化检
测需要使用大量的假病毒 ,因此提高 H PV 假病毒的
生产效率对于提高检测效率、减少检测误差等具有重
要意义. 本研究对磷酸钙多质粒共转染生产 H PV 假
病毒的方法进行了优化 ,改进后方法可使 HPV16、
H PV18、H PV6、HPV11 假病毒的生产效率相比原方
法可获得约 1 个数量级的提高.
本研究的结果显示 ,合适的 L1、L2 表达质粒和报
告质粒的转染比例有利于 H PV 假病毒组装效率的提
高. 在原共转染体系中将 L2 表达质粒和报告质粒的
相对用量降低至合适水平不但不会影响假病毒的生
产 ,相反可显著提高假病毒的生产效率. 研究已显示
L1 是构成 HPV 病毒粒子的主要成分 ,L2 与 L1 蛋白
的摩尔比约为 1 ∶30 [1 ] . 因此相对降低 L2 表达质粒和
报告质粒的用量可能有利于 L1 表达质粒的转染和表
达 ,减少了在转染、转录、翻译等过程与 L1 蛋白表达
的竞争 ,从而提高 L1 蛋白表达水平 ,也有助于提高假
病毒的生产效率. 这也说明了 ,L1 蛋白的表达水平在
假病毒生产中是较为重要的因素. 从提高 HPV 假病
毒生产试验效率的角度分析 ,在该体系中将 L1 和 L2
表达质粒、报告质粒三者的用量比例调整为 1 ∶1/ 10
∶1/ 2 可获得更优的效率. 本研究同时也显示 L2 对于
维持 H PV 假病毒的转导能力是必不可少的 ,仅转染
L1 表达质粒和报告质粒无法获得具有转导能力的假
病毒. 目前研究认为 ,L2 具有介导细胞核内病毒基因
包裹并促进病毒颗粒形成的功能 ,是病毒具有感染能
力的必要条件[11 - 12 ] ,然而也有不同报道认为 L2 对于
病毒感染并不是必需的[13 ] . 目前对于 L2 在 H PV 中
的作用和地位存在不同看法 ,本研究结果证明了 L2
的重要性 ,为进一步了解 L2 的作用提供了一定启示.
磷酸钙转染方法具有较为突出的成本优势 ,并且
对 293F T 细胞可获得不亚于脂质体的转染效果[10 ] .
有报道显示 ,在磷酸钙转染中合适的 DNA 浓度对
DNA2磷酸钙沉淀物的形成至关重要 ,过高的 DNA 浓
度对沉淀物的形成是不利的 ,甚至可阻止沉淀物的形
成[14 ] . 因此本研究在多质粒共转染比例优化的基础上
进一步从磷酸钙用量和质粒浓度的配比方面对 HPV
假病毒生产方法进行了优化 ,通过交叉对比实验获得
了对 293F T 细胞较为理想的磷酸钙转染条件. 通过对
多质粒共转染比例及磷酸钙转染条件的探索优化 ,本
研究建立了更为高效的 HPV 假病毒生产方法. 该方
法可有效应用于生产 HPV16、HPV18、H PV6 和
H PV11 假病毒 ,可显著提高其生产效率. 该方法为
H PV 中和抗体的规模化检测和 HPV 候选疫苗研究
提供了有利条件 ,同时也为建立其它型的 HPV 假病
毒生产体系提供了经验和基础.
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Optimization of Preparation Method for Human
Papillomavirus Pseudovirion
ZH EN G Zhou ,ZHOU Guo2dong ,ZHAN G Ya2li ,ZHAN G Tao , YAN G Bing2chun ,
Q IU Zhu2ying ,C H EN G Tong 3 ,ZHAN G J un ,XIA Ning2shao
(National Institute of Diagnostics and Vaccine Development in Infectious Diseases ,
School of Life Sciences ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)
Abstract : The inability to produce HPV efficiently in animal models or cell culture systems led to the development of alternative
approaches for the evaluation of virus2neutralizing antibodies and the study of HPV. In previous research ,we have reported that infec2
tious HPV p seudovirion could be economically produced by calcium phosphate co2t ransfection of codon optimized HPV16 capsid
genes L1 and L2 and reporter plasmid in 293F T cells. Extensive applications of HPV p seudovirion rise the requirement of producing
large quantity of pseudovirion. In this report ,the pseudovirion producing method was further optimized by testing different quantity
ratios of the three plasmids and concentration of DNA in calcium phosphate reagent s. Result s showed that the producing efficiency of
HPV pseudovirion was markedly influenced by different quantity ratios of L1 and L2 expression plasmids ,but slightly by different
quantity ratio of reporter plasmid. Excessive t ransfection of either reporter plasmid or L2 expression plasmid led to a decline of L1 ex2
pression ,along with a lower producing efficiency of p seudovirion ,but L2 protein was necessary to generate infectious pseudovirion ef2
ficiently. The 1 ∶1/ 10 ∶1/ 2 would be the ideal quantity ratio of L1 and L2 expression plasmids and reporter plasmid in the producing
system. The producing efficiency of HPV p seudovirion could be further improved by optimizing the volume of calcium phosphate rea2
gent s and the concentration of total plasmids. Result s of the cross experiment showed that 37. 5μg/ mL and 800μL would be the ideal
concentration of total plasmids and volume of calcium phosphate reagent s for 9. 0 ×105 293F T cells cultured in 62well plate. Compared
with previous method , the optimized method could achieve higher producing efficiency of HPV p seudovirion , including HPV16 ,
HPV18 , HPV11 , HPV6 p seudovirion. The optimized method developed in this study facilitate the application of pseudovirion2based
human papillomavirus neutralization assay in large scale.
Key words : H uman pa pi l lomavi rus ;pseudovirion preparation ;experssion plasmids
·372·第 2 期 　　　　　　　　　　 　　　　　郑 　舟等 :人乳头瘤病毒假病毒制备方法的优化
